
Wstêp

5-fluorouracyl (5-FU) jest szeroko stosowanym lekiem przeciwnowotwo-
rowym z grupy antymetabolitów. Najczêœciej wchodzi w sk³ad programów
wielolekowych lub jest u¿ywany jako element sk³adowy chemioradioterapii.
Nowotwory leczone z udzia³em 5-FU to przede wszystkim raki ró¿nych czêœci
przewodu pokarmowego – jelita grubego, odbytnicy, ¿o³¹dka, prze³yku [1–4],
ponadto raki piersi [5], trzustki [6], oraz g³owy i szyi [7–9]. 5-FU jest stosowa-
ny tak¿e w leczeniu raka nerki [10], prostaty i jajnika [11], jak równie¿ w sys-
temowym leczeniu rakowiaków [12]. Miejscowe podawanie 5-FU odgrywa
znacz¹c¹ rolê w leczeniu podstawnokomórkowego raka skóry [13]. 5-FU jest
te¿ czêsto podawany dotêtniczo w przypadku leczenia guzów nowotworo-
wych w¹troby [14–16]. 

5-FU, który nale¿y do analogów pirymidyn, jest w klasycznym ujêciu za-
liczany do leków fazowo specyficznych. Oznacza to, ¿e dzia³anie tego leku
jest ograniczone do pewnej czêœci (fazy) cyklu komórkowego. 5-FU jest okre-
œlany jako lek zale¿ny od fazy S, a zatem jego dzia³aniu podlegaj¹ komórki
syntetyzuj¹ce kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). Jednak¿e, w przeciwieñ-
stwie do innych antymetabolitów, 5-FU nie wykazuje fazy plateau w zakre-
sie krzywej zale¿noœci odpowiedzi komórkowej od dawki [11]. Inaczej mó-
wi¹c, 5-FU posiada, przynajmniej czêœciowo, w³aœciwoœæ przypisywan¹ le-
kom fazowo niespecyficznym (np. lekom alkiluj¹cym) – zwiêkszenie dawki
leku powoduje zwiêkszenie frakcji zabijanych komórek (zale¿noœæ odpowie-
dzi komórkowej od dawki jest liniowa). 

Przedstawiony powy¿ej paradoks (lek fazowo specyficzny zachowuje siê
jak lek fazowo niespecyficzny) wynika ze z³o¿onego mechanizmu dzia³ania
5-FU. Kluczowy mechanizm blokowania syntezy DNA (hamowanie aktyw-
noœci syntetazy tymidylowej) powoduje, ¿e komórki wytwarzaj¹ce DNA (czy-
li znajduj¹ce siê w fazie S cyklu komórkowego) s¹ szczególnie wra¿liwe na
ten lek. Z drugiej strony inne mechanizmy, takie jak wbudowywanie meta-
bolitów 5-FU do kwasu rybonukleinowego (RNA) i w konsekwencji hamo-
wanie syntezy bia³ek czy te¿ produkcja du¿ej iloœci reaktywnych form tle-
nowych, mog¹ byæ odpowiedzialne za obserwowan¹ liniow¹ zale¿noœæ od-
powiedzi od dawki. 

Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest: 
1) omówienie dzia³ania 5-FU na poziomie metabolizmu kwasów nukleinowych, 
2) przedstawienie mechanizmów odpowiedzialnych za wykrywanie uszko-

dzeñ DNA indukowanych przez ten lek, jak równie¿ omówienie procesów
odpowiedzialnych za indukowanie apoptozy w odpowiedzi na 5-FU. 

Wewn¹trzkomórkowa aktywacja 5-FU

Procesy metaboliczne, którym 5-FU podlega po wnikniêciu do komórki, s¹
dobrze poznane (ryc. 1.). Pierwszym etapem metabolizmu 5-FU jest jego prze-
kszta³cenie w 5-fluoro-2’-dezoksyurudynê (5-FUdR), które jest katalizowanie

5-fluorouracyl (5-FU) jest jednym z naj-
skuteczniejszych chemioterapeutyków,
u¿ywanych w leczeniu raka jelita grube-
go. Jest on równie¿ stosowany u chorych
na raka piersi, g³owy i szyi, prze³yku, ¿o-
³¹dka oraz w przypadku kilku innych no-
wotworów. Cytotoksyczne dzia³anie 
5-FU wymaga jego wewn¹trzkomórkowej
aktywacji. Aktywne metabolity 5-FU to
przede wszystkim monofosforan 5-fluoro-
2’-dezoksyurydyny (5-FdUMP), trifosforan
5-fluoro-2’-dezoksyurydyny (5-FdUTP) oraz
trifosforan 5-fluorourydyny (5-FUTP).
W obecnoœci kofaktora (5,10-metyleno-
tetrahydrofolian) 5-FdUMP tworzy sta-
bilny kompleks z syntetaz¹ tymidylow¹
(TS). Zablokowanie aktywnoœci TS jest
przyczyn¹ niedoboru trifosforanu 2’-dez-
oksytymidyny, co zaburza syntezê i na-
prawê DNA. W³¹czanie 5-FdUTP do DNA
jest dodatkow¹ przyczyn¹ cytotoksycz-
noœci. Ponadto 5-FUTP jest wbudowywa-
ny do wszystkich rodzajów RNA. Proces
ten zaburza funkcje RNA i biosyntezê bia-
³ek. Wspólne dzia³anie metabolitów 5-
FU powoduje zahamowanie syntezy
DNA, zaburza jego stabilnoœæ i uszka-
dza nowo powstaj¹ce cz¹steczki. Stres
genotoksyczny, który jest wynikiem
dzia³ania 5-FU, prowadzi do apoptozy.
Uszkodzenia DNA s¹ wykrywane przez
bia³ka, takie jak ATM, ATR oraz kom-
pleksy bia³kowe MRN i 9-1-1. Sygna³y
o uszkodzeniu DNA s¹ przekazywane
dalej za poœrednictwem kinaz CHK1
i CHK2 oraz fosfataz CDC25. Enzymy te
aktywuj¹ mechanizmy apoptozy zale¿-
nej od p53, jak równie¿ inaktywuj¹ ki-
nazy zale¿ne od cyklin, co w konse-
kwencji powoduje zahamowanie cyklu
komórkowego. Reaktywne formy tleno-
we wytwarzane w mitochondriach od-
grywaj¹ istotn¹ rolê w apoptozie gene-
rowanej przez 5-FU. 

SS³³oowwaa  kklluucczzoowwee::  5-fluorouracyl, synte-
taza tymidylowa, uszkodzenie DNA, p53,
apoptoza, rak. 
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5-fluorouracil (5-FU) has proved to be
one of the most effective chemothera-
peutics for colorectal cancer. It is also
used as a drug against breast, head and
neck, esophageal, gastric, and several
other cancers. Intracellular activation is
required for the 5-FU to exert its cyto-
toxic effects. The main active 5-FU me-
tabolites are 5-flouro-2’-deoxiuridine
monophosphate (5-FdUMP), 5-flouro-2’-
deoxiuridine triphosphate (5-FdUTP),
and 5-flourouridine triphosphate (5-
FUTP). In the presence of the reduced
folate cofactor, 5,10-methylenetetrahy-
drofolate, 5-FdUMP forms a stable cova-
lent complex with thymidylate syntha-
se (TS). Inhibition of TS leads to deple-
tion of 2’-deoxithymidine triphosphate,
thus interfering with DNA biosynthesis
and repair. Incorporation of 5-FdUTP in-
to cellular DNA, with resultant inhibi-
tion of DNA synthesis and function,
may represents another mechanism of
cytotoxicity. In addition, 5-FUTP is
extensively incorporated into both nuc-
lear and cytoplasmic RNA species, and
this process interferes with normal RNA
function and protein synthesis. The
combined actions of 5-FU metabolites
are associated with inhibition of DNA
biosynthesis, altered DNA stability, pro-
duction of DNA damages, and interfe-
rence with DNA repair. The genotoxic
stress resulting from 5-FU administra-
tion may activate apoptosis in suscep-
tible cells. The DNA damage checkpo-
ints employ damage sensor proteins,
such as ATM, ATR, the MRN complex,
and the 9-1-1 complex, to detect DNA
damage and to initiate signal transduc-
tion cascades that employ Chk1 and
Chk2 kinases and Cdc25 phosphatases.
The signal transducers activate p53-de-
pendent apoptosis, as well as inactiva-
te cyclin-dependent kinases to inhibit
cell cycle progression. Several studies
have implicated mitochondria-derived
reactive oxygen species in 5-FU-depen-
dent apoptosis. 

KKeeyy  wwoorrddss:: 5-fluorouracil, thymidylate
synthase, DNA damage, p53, apoptosis,
cancer. 
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przez enzym fosforylazê tymidynow¹. Nastêpnie, przy udziale kinazy tymi-
dynowej, 5-FUdR podlega fosforylacji. W rezultacie powstaje monofosforan
5-fluoro-2’dezoksyurydyny (5-FdUMP), który jest aktywnym metabolitem
5-FU [17]. 

Jednoczeœnie 5-FU podlega metabolizmowi w dwóch innych szlakach bio-
chemicznych. Piewszym z nich jest przekszta³canie 5-FU do 5-FdUMP poprzez
powstawanie kolejno: 5-fluorourydyny (5-FUR) – przy udziale fosforylazy ury-
dynowej, monofosforanu 5-fluorourydyny (5-FUMP) – reakcja katalizowana
przez kinazê urydynow¹, oraz dwufosforanu 5-fluorourydyny (5-FUDP). Ten
ostatni zwi¹zek jest bezpoœrednim Ÿród³em 5-FdUMP. Drugim dodatkowym
szlakiem metabolicznym jest bezpoœrednia synteza 5-FUMP z 5-FU katalizo-
wana przez fosforybozylotransferazê orotanow¹. 5-FUMP jest Ÿród³em nie
tylko 5-FUDP (i w konsekwencji – 5-FdUMP), ale stanowi równie¿ substrat
do produkcji trifosforanu 5-fluorourydyny (5-FUTP). Równie¿ 5-FdUMP mo¿e
byæ metabolizowany do trifosforanu 5-fluoro-2’-dezoksyurydyny (5-FdUTP).
Zarówno 5-FUTP, jak i 5-FdUTP s¹, obok 5-FdUMP, aktywnymi metabolitami
5-FU, które oddzia³uj¹ z biochemicznymi punktami uchwytu dla dzia³ania te-
go leku w komórce [18]. 

Biochemiczne punkty uchwytu dla dzia³ania 5-FU

5-FdUMP jest kluczowym mediatorem hamowania syntezy DNA w komór-
kach poddanych dzia³aniu 5-FU. Punktem uchwytu dla dzia³ania tego zwi¹z-
ku jest enzym syntetaza tymidylowa (ang. thymidylate synthase – TS). TS jest
jedynym enzymem zdolnym do katalizowania reakcji syntezy 5’-monofosfo-
ranu-2’-dezoksytymidyny (dTMP) z 5’-monofosforanu-2’-dezoksyurydyny
(dUMP) [19]. W obecnoœci 5,10-tetrahydrofolianu 5-FdUMP tworzy wolno dy-
socjuj¹cy kompleks z TS. Powstanie tego kompleksu uniemo¿liwia oddzia³y-
wanie TS z jej naturalnym substratem, jakim jest dUMP [20]. 

Fosforylacja dTMP prowadzi do powstania trifosforanu 2’-dezoksytymi-
dyny (dTTP), który jest bezpoœrednio wbudowywany do nowo powstaj¹cych
cz¹steczek DNA. A zatem komórki pozbawione aktywnoœci TS nie s¹ zdolne
do kontynuowania syntezy DNA z powodu niedoboru jednego z podstawo-
wych substratów – nastêpuje zatrzymanie wide³ek replikacyjnych i dokoñ-
czenie powielania informacji genetycznej zakodowanej w DNA jest niemo¿-
liwe [21]. W konsekwencji cykl komórkowy zatrzymuje siê w fazie S, ponie-
wa¿ warunkiem kontynuacji procesów biochemicznych prowadz¹cych do
podzia³u komórki jest pe³na replikacja DNA umo¿liwiaj¹ca przekazanie in-
formacji genetycznej do komórek potomnych. Jednak¿e, jak zobaczymy w dal-
szej czêœci opisu, zablokowanie syntezy DNA z powodu zahamowania aktyw-
noœci TS nie jest bezwzglêdne. 

Jak wspomniano powy¿ej, 5-FdUMP mo¿e byæ metabolizowany do 5-FdUTP,
który to trifosforan mo¿e zast¹piæ dTTP jako substrat do syntezy DNA [22].
Jednak¿e w prawid³owym DNA urydyna nie wystêpuje. Jej obecnoœæ w nowo
syntetyzowanych cz¹steczkach DNA jest odbierana przez komórkê jako nie-
prawid³owoœæ wymagaj¹ca biochemicznej naprawy. Enzymem odpowiedzial-
nym za usuwanie niepo¿¹danej zasady azotowej jest w tym przypadku gliko-
zylaza uracylowa. Cena za usuniêcie uracylu z DNA jest jednak bardzo wyso-
ka – powstaj¹ tak zwane miejsca apirymidynowe (brak zasady azotowej
w ³añcuch DNA), a w przypadku, gdy kilka cz¹steczek urydyny wystêpuje obok
siebie, syntetyzowany DNA traci integralnoœæ ulegaj¹c fragmentacji [23]. 

Obok DNA równie¿ RNA jest celem dzia³ania 5-FU [24, 25]. Dzia³anie to
dotyczy wszystkich rodzajów RNA – zarówno wystêpuj¹cych w cytoplazmie
(informacyjny RNA – mRNA, transportuj¹cy RNA – tRNA, rybosomalny RNA –
rRNA), jak i tych, które s¹ obecne w j¹dze komórkowym (j¹drowy RNA – nRNA,
ma³y j¹drowy RNA – snRNA) [26–32]. W tym przypadku zwi¹zkiem wbudo-
wywanym do nowo powstaj¹cych cz¹steczek RNA jest 5-FUTP. Na poziomie
molekularnym efekty syntezy RNA z udzia³em 5-FUTP s¹ opisywane jako: 
1) zmiana struktury drugorzêdowej cz¹steczek RNA, co dramatycznie zabu-

rza syntezê bia³ek, 
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2) hamowanie poliadenylacji mRNA, która jest procesem
zwiêkszaj¹cym stabilnoœæ nowo syntetyzowanych cz¹-
steczek i chroni¹cym je przed przedwczesn¹ degradacj¹, 

3) hamowanie powstawania rRNA z cz¹steczek nRNA, co po-
woduje wytwarzanie nieprawid³owych rybosomów i w kon-
sekwencji uniemo¿liwia komórce normaln¹ syntezê bia³ek, 

4) zmiany struktury snRNA, które powoduj¹ zaburzenia pro-
cesu wycinania intronów z mRNA i sk³adania transkryptów. 

Wszystkie zmiany w budowie RNA opisane powy¿ej s¹ –
obok zaburzeñ syntezy DNA – odpowiedzialne za cytotok-
syczne dzia³anie 5-FU. 

Uszkodzenie dna jako przyczyna 
cytotoksycznoœci 5-FU

Uszkodzenie DNA (ang. DNA damage) mo¿e byæ zdefi-
niowane jako ka¿da zmiana w budowie chemicznej DNA
[33]. Uszkodzenia DNA mo¿na podzieliæ na uszkodzenia za-
sad azotowych oraz utratê integralnoœci ³añcucha DNA. Dru-
gi z wymienionych przypadków wystêpuje w sytuacji prze-
rwania syntezy DNA (np. zatrzymanie wide³ek replikacyj-
nych jako skutek zahamowania aktywnoœci TS i niedoboru
dTTP) lub rozbicia wi¹zañ fosfodiestrowych, utrzymuj¹cych
pierwszorzêdow¹ strukturê DNA. Uszkodzenie zasad azo-
towych mo¿e przybieraæ dwie postacie [34, 35]: 

1) jakiejkolwiek zmiany chemicznej w budowie adeniny,
guaniny, cytozyny lub tyminy; 

2) obecnoœci nieprawid³owych zasad w ³añcuchu DNA (np.
uracylu w przypadku komórek poddanych dzia³aniu 5-FU). 

Cz¹steczki DNA mog¹ byæ uszkadzane w wyniku dzia³a-
nia czynników endogennych i egzogennych. 5-FU nale¿y
oczywiœcie do drugiej z wymienionych grup. Niezale¿nie od
danego czynnika wywo³uj¹cego uszkodzenie DNA biologicz-
ne reakcje komórek na zajœcie tego wydarzenia s¹ podob-
ne. Wyró¿nia siê 5 zasadniczych typów odpowiedzi komór-
kowej na uszkodzenie DNA [34, 36, 37]: 
1) aktywacja punktów kontrolnych cyklu komórkowego, co

prowadzi do zatrzymania tego cyklu i umo¿liwia komór-
ce dokonanie naprawy uszkodzeñ; 

2) skoordynowana aktywacja transkrypcji du¿ej liczby ge-
nów, których produkty maj¹ wp³yw na prze¿ycie ko-
mórki; 

3) uruchomienie mechanizmów apoptozy, które nastêpuje
w przypadku niemo¿noœci naprawienia uszkodzeñ; 

4) aktywacja szlaków biochemicznych pozwalaj¹cych na
kontynuowanie cyklu komórkowego pomimo obecnoœci
uszkodzonego DNA, co prowadzi do powstania mutacji
w komórkach potomnych; 

5) uruchomienie mechanizmów naprawy DNA. 
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Dla wyst¹pienia cytotoksycznego dzia³ania 5-FU krytycz-
na jest indukcja apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenie
DNA, o czym w dalszej czêœci artyku³u. 

Mechanizmy, odpowiedzialne za rozpoznawanie przez
komórki obecnoœci uszkodzonego DNA, s¹ dalekie od pe³-
nego zrozumienia. Kluczowymi sensorami uszkodzenia DNA
wydaj¹ siê byæ bia³ka, które posiadaj¹ aktywnoœæ kinazow¹
i wchodz¹ w sk³ad rodziny ATM. Prototypowym bia³kiem tej
rodziny jest ATM (ang. ataxia teleangiectasia, mutated). Na-
zwa pochodzi od zespo³u chorobowego, którego przyczyn¹
jest mutacja genu ATM, i który charakteryzuje siê postêpu-
j¹c¹ neurodegeneracj¹ oraz obecnoœci¹ teleangiektazji w ob-
rêbie ga³ek ocznych i skóry twarzy. Ponadto u chorych cier-
pi¹cych z powodu tego zespo³u wystêpuje bezp³odnoœæ, nie-
dobór odpornoœci, wybitna wra¿liwoœæ na promieniowanie
joniozuj¹ce oraz sk³onnoœæ do rozwoju nowotworów z³oœli-
wych, która jest wielokrotnie wiêksza w porówaniu z oso-
bami posiadaj¹cymi prawid³owe kopie ATM. Biochemicznym
pod³o¿em zespo³u ataksja-teleangiektazja jest niemo¿noœæ
naprawy dwuniciowych pêkniêæ DNA, co jest prost¹ konse-
kwencj¹ inaktywacji ATM [38, 39]. Inne bia³ka z rodziny ATM
to ATR (ang. ATM-related protein) oraz ATX [40, 41]. 

ATM wystêpuje w j¹drze komórkowym jako nieaktywny di-
mer. W obecnoœci dwuniciowych pêkniêæ DNA indukowanych
przez 5-FU bia³ko to podlega autofosforylacji, która powodu-
je dysocjacjê dimeru i uwolnienie aktywnych monomerów
[42]. Przy udziale kompleksu bia³ek zwanego MRN (od nazw
poszczególnych sk³adników – MRE11, RAD50 i NBS1) ATM jest
zdolne do fosforylacji poszczególnych substratów [43]. 

Podobnie ATR wymaga do swojej aktywacji obecnoœci
odpowiedniego kompleksu bia³kowego zwi¹zanego z pêk-
niêtym DNA. W tym przypadku chodzi o kompleks 9-1-1, któ-
ry jest heterotrimerem zawieraj¹cym bia³ka RAD9, RAD1
i HUS1 [44]. Kompleks ten ³¹czy siê z bia³kiem Rad17, które
jest bezpoœrednio zwi¹zane z przerwan¹ nici¹ DNA, i akty-
wuje ATR [45, 46]. Najmniej wiadomo o sposobie dzia³ania
ATX jako sensora uszkodzeñ DNA, jednak¿e bia³ko to fosfo-
ryluje te same substraty, co ATM i ATR [41]. 

Kluczowe znaczenie dla zrozumienia wp³ywu leków cy-
totoksycznych, takich jak 5-FU na biologiê komórki mia³o
poznanie mechanizmów odpowiedzialnych za przenosze-
nie sygna³u o obecnoœci uszkodzonego DNA na bia³ka bez-
poœrednio reguluj¹ce przebieg cyklu komórkowego i ewen-
tualnie indukuj¹ce proces apoptozy. Droga od rozpoznania
uszkodzenia do bia³ek efektorowych wiedzie poprzez akty-
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wacjê odpowiednich kinaz i fosfataz. Ponadto ATM i ATR
mog¹ bezpoœrednio fosforylowaæ bia³ka, maj¹ce podstawo-
we znaczenie dla kontroli prze¿ycia komórki. W uproszcze-
niu opisywane procesy przebiegaj¹ w komórkach podda-
nych dzia³aniu 5-FU nastêpuj¹co (ryc. 2.): 
1) w wyniku zahamowania aktywnoœci TK oraz usuwania wbu-

dowanego uracylu tworz¹ siê dwuniciowe pêkniêcia DNA; 
2) bia³ka ATR, ATM oraz ATX ³¹cz¹ siê z uszkodzonym DNA; 
3) ATR fosforyluje kinazê CHK1, natomiast ATM – kinazê

CHK2 [47, 48]; 
4) ATX posiada prawdopodobnie zdolnoœæ fosforylowania

zarówno CHK1, jak i CHK2 [41]; 
5) cz¹steczki CHK2 tworz¹ homodimery, których elementy

sk³adowe podlegaj¹ dalszej autofosforylacji [49]; 
6) aktywowane kinazy CHK1 i CHK2 fosforyluj¹ poszczegól-

ne bia³ka, które ze wzglêdu na specyficznoœæ substrato-
w¹ mo¿na podzieliæ na: 
a) fosforylowane wy³¹cznie przez CHK1, 
b) fosforylowane wy³¹cznie przez CHK2, 
c) fosforylowane przez obie wymienione kinazy. 

Do pierwszej grupy zalicza siê kinazy TLK, zaanga¿owa-
ne w proces remodelingu chromatyny [50]. Druga grupa jest
liczniejsza i obejmuje kinazê PLK3, bia³ko PML, czynnik trans-
krypcyjny E2F1 oraz bia³ko BRCA1 [41, 51–53]. Wreszcie do
trzeciej z wymienionych grup nale¿¹ fosfatazy CDC25A
i CDC25C, oraz bia³ka p53 i MDM2 [41, 54–56]; 
7) zarówno ATM, jak i ATR mog¹ bezpoœrednio fosforylowaæ

p53 [41, 57]. 

Wymienione powy¿ej mechanizmy pozwalaj¹ na urucho-
mienie procesów bezpoœrednio odpowiedzialnych za zmia-
ny biologiczne zachodz¹ce w komórkach poddanych dzia-
³aniu 5-FU. 

Egzekwowanie cytotoksycznoœci 5-FU

Zahamowanie cyklu komórkowego

G³ówna regu³a przestrzegana przez komórkê podczas prze-
biegu cyklu komórkowego zak³ada, ¿e przejœcie do kolejne-
go etapu mo¿e byæ dokonane jedynie wtedy, gdy poprzednia
faza zakoñczy³a siê pomyœlnie, tzn. bez b³êdów i uszkodzeñ.
Tak zwane punkty kontrolne cyklu komórkowego (ang. cell-

-cycle checkpoints) zapewniaj¹ wysoce efektywn¹ kontrolê
przebiegu poszczególnych faz tego procesu [58]. Opisane po-
wy¿ej bia³ka ATM, ATR i ATX s¹ kluczowymi elementami punk-
tu kontrolnego fazy S. Je¿eli syntetyzowany DNA zawiera
uszkodzenia, to fakt ten jest wykrywany w tym punkcie kon-
trolnym i cykl komórkowy zostaje zatrzymany [59]. 

Cykl komórkowy podlega bardzo precyzyjnej regulacji.
Jego przebieg jest uzale¿niony od przesuniêæ równowagi
pomiêdzy stymulatorami i inhibitorami. Motorem cyklu ko-
mórkowego s¹ bia³ka zwane cyklinami, które w œciœle okre-
œlonym porz¹dku czasowym fosforyluj¹ kinazy zale¿ne od
cyklin (ang. cyclin dependent kinase – CDK). Kinazy te po-
woduj¹ uruchomienie szlaków przekazywania sygna³ów
prowadz¹cych do syntezy bia³ek niezbêdnych w danej fa-
zie cyklu komórkowego. Z kolei inhibitory cyklu komórko-
wego to przede wszystkim bia³ka odpowiedzialne za hamo-
wanie aktywnoœci CDK (inhibitory CDK, takie jak rodziny

bia³ek CIP/KIP i INK4), bia³ko RB odpowiedzialne za sekwe-
stracjê kluczowych czynników transkrypcyjnych z rodziny
E2F oraz stra¿nik genomu – bia³ko p53 [60]. 

W przypadku uszkodzenia DNA indukowanego przez 5-FU
uruchomione zostaj¹ wy¿ej wymienione inhibitory (ryc. 3.).
Fosforylacja p53 powoduje: 
1) aktywacjê tego bia³ka jako czynnika transkrypcyjnego, 
2) zmniejszenie jego powinowactwa do inhibitora MDM2. 

Jako czynnik transkrypcyjny p53 stymuluje ekspresjê ge-
nu koduj¹cego bia³ko p21 [61]. Z kolei p21 hamuje aktywnoœæ
kompleksu cyklina A-CDK2, który jest niezbêdny w fazie S
cyklu komórkowego. Ponadto p21 aktywuje inne inhibitory,
takie jak p27 oraz bia³ka rodziny INK4. Bia³ka INK4 s¹ nie tyl-
ko inhibitorami kompleksu cyklina D-CDK4/6 (odpowiedzial-
ny za fosforylacjê bialka Rb i uwolnienie czynników trans-
krypcyjnych E2F), ale równie¿ hamuj¹ aktywnoœæ MDM2, któ-
ry jest kluczowym inhibitorem p53 [60]. MDM2 jest
kluczowym inhibitorem p53. Blokowanie wi¹zania MDM2,
które jest wynikiem bezpoœredniej fosforylacji p53 przez ATM
i ATR, dodatkowo wzmacnia aktywnoœæ p53 jako czynnika
transkrypcyjnego [62]. Wszystkie przedstawione mechani-
zmy prowadz¹ do przesuniêcia równowagi w kierunku ha-
mowania cyklu komórkowego w odpowiedzi na 5-FU. 

Równolegle z dzia³aniem opisanych powy¿ej inhibito-
rów istotn¹ rolê w hamowaniu cyklu komórkowego w od-
powiedzi na uszkodzenie DNA indukowane przez 5-FU od-
grywaj¹ kinazy i fosfatazy fosforylowane przez CHK1 i CHK2.
Intryguj¹ca, choæ nie w pe³ni wyjaœniona, jest rola kinazy
PLK3. Wykazano, ¿e zwiêkszona ekspresja tego bia³ka chro-
ni komórkê przed transformacj¹ nowotworow¹ [63]. Za su-
presorowe dzia³anie PLK3 prawdopodobnie odpowiada ha-
muj¹cy wp³yw tej kinazy na cykl komórkowy. Za poœrednic-
twem szlaku ATM/ATX – CHK2 aktywnoœæ PLK3 zwiêksza
siê w odpowiedzi na obecnoœæ uszkodzonego DNA [41]. 

Fosfatazy CDC25A i CDC25C (obie s¹ fosforylowane za-
równo przez CHK1, jak i CHK2) równie¿ uczestnicz¹ w ha-
mowaniu cyklu komórkowego w odpowiedzi na uszkodze-
nie DNA indukowane przez 5-FU. W tym przypadku CHK1
i CHK2 inaktywuj¹ omawiane fosfatazy. CDC25A powodu-
je defosforylacjê tyrozyny w pozycji 15 w cz¹steczce cykli-
nozale¿nej kinazy CDK2, co uaktywnia tê kinazê [54].
W przypadku zahamowania aktywnoœci CDC25A nastêpu-
je kumulacja nieaktywnej formy CDK2 i cykl komórkowy zo-
staje zatrzymany. Podobn¹ rolê w stosunku do kinazy CDK1
odgrywa fosfataza CDC25C. W przypadku jej inaktywacji
dochodzi do gromadzenia siê nieaktywnej formy CDK1, co
dodatkowo hamuje cykl komórkowy w fazie G2 [21, 55]. 

Opisane powy¿ej mechanizmy hamowania cyklu komór-
kowego w odpowiedzi na uszkodzenie DNA indukowane
przez 5-FU chroni¹ komórkê przed powielaniem b³êdów
w czasie replikacji materia³u genetycznego. Jednak¿e samo
zatrzymanie cyklu nie wystarczy – konieczne s¹ dalsze dzia-
³ania. W tym momencie komórka ma do wyboru dwie drogi: 
1) naprawê uszkodzeñ i powrót do przerwanego cyklu ko-

mórkowego, 
2) uruchomienie mechanizmów apoptozy w przypadku, gdy

naprawa uszkodzeñ nie jest mo¿liwa. 
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W przypadku komórek nowotworowych poddanych dzia-

³aniu 5-FU cytotoksyczne dzia³anie tego leku zale¿y od wy-

boru drugiej z wymienionych mo¿liwoœci. 

Apoptoza

Apoptozê definiuje siê jako œciœle kontrolowany – w prze-

ciwieñstwie do nekrozy – proces prowadz¹cy do œmierci ko-

mórki. Poniewa¿ mechanizmy odpowiedzialne za regulacjê

tego procesu s¹ zapisane w komórkowym materiale gene-

tycznym, apoptoza bywa równie¿ okreœlana jako programo-

wana œmieræ komórki. Komórki ssaków dysponuj¹ dwoma

g³ównymi szlakami molekularnymi, s³u¿¹cymi do inicjacji
apoptozy: wewn¹trzkomórkowym (wewnêtrznym) i zewn¹-
trzkomórkowym (zewnêtrznym). 

Szlak wewnêtrzny uruchamia apoptozê w odpowiedzi na
takie czynniki, jak uszkodzenie DNA, zaburzenia cyklu komór-
kowego, utrata kontaktu z macierz¹ zewn¹trzkomórkow¹, hi-
poksja oraz niedobór substancji od¿ywczych [64, 65]. 5-FU,
który indukuje uszkodzenia DNA, uruchamia apoptozê za po-
œrednictwem tego w³aœnie szlaku. Jak wykazano powy¿ej,
obecnoœæ uszkodzeñ DNA indukowanych przez 5-FU prowa-
dzi do aktywacji bia³ka p53. Bia³ko to, dzia³aj¹c jako czynnik
transkrypcyjny, pobudza ekspresjê genów koduj¹cych bia³ka
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bezpoœrednio zaanga¿owane w uwalnianie czynników inicju-
j¹cych fazê efektorow¹ apoptozy (ryc. 4.). Przede wszystkim
chodzi tu o ekspresjê bia³ek proapoptotycznych z nadrodziny
BCL2, g³ównie BAX i BAK [66]. Je¿eli bia³ka te uzyskuj¹ prze-
wagê nad nale¿¹cymi do tej samej nadrodziny bia³kami an-
tyapoptotycznymi (g³ównymi reprezentantami s¹ tu BCL2
i BCL-XL), to z mitochondriów do cytoplazmy uwalniany jest
cytochrom c oraz SMAC/DIABLO [67]. Cytochrom c aktywuje
kaspazê-9, która z kolei aktywuje kaspazy-3, -6 i -7. S¹ to pro-
teazy bezpoœrednio degraduj¹ce struktury wewn¹trzkomór-
kowe. SMAC/DIABLO wi¹¿e siê z IAP (ang. inhibitor of apop-

tosis) i zapobiega hamowaniu aktywnoœci kaspaz [65, 68, 69]. 

Szlak zewnêtrzny apoptozy bierze pocz¹tek od przy³¹-
czenia siê odpowiednich ligandów do tzw. receptorów
œmierci, obecnych na powierzchni b³ony komórkowej. G³ów-
nymi reprezentantami s¹ tu FAS/APO1, RANK, DR3, DR4,
DR5, jak równie¿ receptory dla czynnika martwicy nowo-
twotów (ang. tumour-necrosis factor – TNF). W tym przy-
padku kaspazy s¹ aktywowane bez poœrednictwa p53 i bez
udzia³u czynników uwolnionych z mitochondriów. Przy³¹-
czenie ligandu do receptora œmierci powoduje powstanie
kompleksu DISC (ang. death-inducing signalling complex),
który aktywuje kaspazê-8 i -10, które z kolei aktywuj¹ ka-
spazy efektorowe -3, -6 i -7 [65]. 
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Powszechnie przyjmuje siê, ¿e cytotoksyczna aktywnoœæ
5-FU zale¿y od obecnoœci funkcjonalnego bia³ka p53. Zosta-
³o to potwierdzone doœwiadczalnie, jak równie¿ dowiedzio-
ne w obserwacjach klinicznych. Na przyk³ad badania prze-
prowadzone z u¿yciem linii komórkowych ludzkiego raka
okrê¿nicy dowiod³y, ¿e inaktywacja p53 uodparnia komór-
ki na dzia³anie 5-FU [70,71]. Podobne wyniki uzyskano pod-
czas badania linii komórkowych ludzkiego raka ¿o³¹dka [72]
i raka gard³a [73]. Obecnoœæ mutacji w genie TP53 koduj¹-
cym bia³ko p53 jest niekorzystnym czynnikiem prognostycz-
nym i/lub predykcyjnym – w kontekœcie stosowania 5-FU –
w przypadku raka odbytnicy [74], zaawansowanego raka
¿o³¹dka [75], raka kana³u odbytu [76], p³askonab³onkowe-
go raka g³owy i szyi [77], p³askonab³onkowego raka prze³y-
ku [78], przerzutów raka okrê¿nicy do w¹troby [79], raka
okrê¿nicy w II i III stopniu zaawansowania klinicznego [80]
oraz raka piersi [81]. 

Wyniki kilku badañ wskazuj¹ na ciekaw¹ mo¿liwoœæ
uwra¿liwiania komórek poddanych dzia³aniu 5-FU na apop-
tozê, sterowan¹ za poœrednictwem szlaku zewnêtrznego.
Badanie hodowli komórek ludzkiego raka w¹trobowoko-
mórkowego wykaza³o, ¿e 5-FU wywo³uje apoptozê nieza-
le¿nie od wyjœciowej ekspresji receptora FAS/APO1 [82]. Ko-
lejne doniesienie wskazywa³o na istotny udzia³ FAS/APO1-
zale¿nej apoptozy w cytotoksycznoœci 5-FU, skierowanej
przeciwko komórkom raka okrê¿nicy [83]. Ponadto wykaza-
no synergizm w dzia³aniu cytotoksycznym 5-FU, cisplatyny
i przeciwcia³a monoklonalnego anty-FAS/APO1 w hodowli
komórek raka pêcherza moczowego [84]. Okaza³o siê jed-
nak¿e, ¿e obecnoœæ w komórkach ludzkiego raka okrê¿nicy
prawidowych kopii genu TP53 zwiêksza ekspresjê FAS/APO1
i tym samym u³atwia apoptozê sterowan¹ poprzez szlak ze-
wnêtrzny [85]. W przypadku raka jelita grubego udzia³
FAS/APO1-zale¿nej apoptozy w dzia³aniu 5-FU zosta³ po-
twierdzony klinicznie u chorych z przerzutami tego nowo-
tworu do w¹troby [86]. Zwiêkszenie przez 5-FU podatnoœci
na apoptozê mediowan¹ przez FAS/APO1 zosta³o ponadto
wykazane in vitro w przypadku p³askonab³onkowego raka
jamy ustnej [87] oraz czerniaka [88]. Przedstawione wyniki
badañ sugeruj¹ mo¿liwoœæ wykorzystania 5-FU nie tylko ja-
ko radiouczulacza (co od dawna jest wykorzystywane w le-
czeniu raka odbytnicy i p³askonab³onkowych raków g³owy
i szyi, jak równie¿ p³askonab³onkowego raka prze³yku), ale
równie¿ jako leku wspomagaj¹cego dzia³anie ró¿nych form
immunoterapii nastawionych na indukowanie FAS/APO1-
zale¿nej apoptozy. 

Innym ciekawym aspektem dzia³ania 5-FU jest stymulo-
wanie produkcji du¿ej iloœci reaktywnych form tlenowych
(RFT), takich jak anionorodnik ponadlenkowy, nadtlenek
wodoru i rodnik hydroksylowy. 5-FU, za poœrednictwem p53,
stymuluje ekspresjê genu FDXR, który koduje mitochondrial-
n¹ reduktazê ferredoksynow¹ (FR). FR jest odpowiedzialna
za produkcjê RFT. Nadekspresja FR hamuje wzrost komórek
raka jelita grubego in vitro. Z kolei ju¿ czêœciowa inaktywa-
cja FDXR wyraŸnie zmniejsza natê¿enie p53-zale¿nej apop-
tozy indukowanej przez 5-FU [89]. W omawianej pracy do-
datkowo wykazano, ¿e ubikwinol mitoQ, który jest bardzo
silnym antyoksydantem inaktywuj¹cym RFT na poziomie
mitochondriów, jest zdolny do ca³kowitego zablokowania

apoptozy indukowanej przez 5-FU. Przedstawione wyniki
badañ potwierdzi³y rezultaty wczeœniejszch obserwacji, któ-
re wskazywa³y na istotny udzia³ RFT w generowaniu pro-
apoptotycznej aktywnoœci bia³ka p53 [90–94]. Wyniki ba-
dañ Hwanga i wsp. [89] zosta³y czêœciowo potwierdzone
przez Liu i Chen [95]. Co prawda cytowani autorzy nie
stwierdzili zahamowania proliferacji komórek raka p³uca,
raka jelita grubego i raka piersi in vitro pod wp³ywem na-
dekspresji FR, ale udowodnili, ¿e komórki raka p³uca z na-
dekspresj¹ tego bia³ka staj¹ siê bardziej wra¿liwe na apop-
tozê indukowan¹ przez 5-FU. 

Znaczenie RFT jako mediatorów p53-zale¿nej apoptozy
wydaje siê byæ dobrze udokumentowane. Problem jest jed-
nak daleki od pe³nego rozwi¹zania, o czym œwiadcz¹ wyni-
ki badañ opublikowane przez Adeyemo i wsp. [96]. Cytowa-
ni autorzy wykazali, ¿e antyoksydanty mog¹ dzia³aæ syner-
gistycznie z 5-FU. W tym przypadku kluczow¹ rolê pe³ni
zwiêkszenie ekspresji proapoptotycznego bia³ka BAX. Wy-
jaœnienie zwi¹zków pomiêdzy apoptoz¹ generowan¹ przez
5-FU, produkcj¹ RFT i dzia³aniem antyoksydantów z pew-
noœci¹ wymaga dalszych badañ. 

Podsumowanie

5-FU jest od wielu lat szeroko stosowany w leczeniu
ró¿nych nowotworów. Kluczowe procesy odpowiedzialne
za wewn¹trzkomórkowy metabolizm tego leku s¹ dobrze
poznane. Ponadto wiadomo, ¿e 5-FU wykazuje pe³niê dzia-
³ania cytotoksycznego w przypadku obecnoœci w komór-
kach funkcjonalnego bia³ka p53. Zjawisko to jest œciœle
zwi¹zane z opisanymi powy¿ej mechanizmami wykrywa-
nia uszkodzeñ DNA i egzekwowania apoptozy, których
punktem wêz³owym jest w³aœnie aktywacja p53. Ze wzglê-
du na z³o¿onoœæ omawianych procesów uzasadnione jest
postawienie pytania o wp³yw innych czynników moleku-
larnych na efektywnoœæ cytotoksycznego dzia³ania 5-FU.
Pomocna mo¿e tu byæ technologia mikromacierzy DNA,
która pozwala na identyfikowanie zmian ekspresji tysiê-
cy genów w ramach jednego eksperymentu. Podejœcie ta-
kie ju¿ zastosowano w przypadku komórek raka piersi
poddanych dzia³aniu 5-FU [97]. Wykazano, ¿e 5-FU w naj-
wiêkszym stopniu stymuluje ekspresjê genów koduj¹cych
acetylotransferazê sperminowo/spermidynow¹, anneksy-
nê II, tymozynê-beta-10, chaperoninê-10 oraz MAT-8. Wy-
mienione geny nie by³y dotychczas brane pod uwagê ja-
ko istotne w generowaniu cytotoksycznej odpowiedzi na
5-FU. Lepsze poznanie zwi¹zku ró¿nych czynników mole-
kularnych zaanga¿owanych w wykrywanie uszkodzeñ DNA
i indukowanie apoptozy z cytotoksycznoœci¹ 5-FU mo¿e
zaowocowaæ opracowaniem nowych strategii, terapeu-
tycznych maj¹cych na celu zwiêkszenie efektywnoœci dzia-
³ania tego leku. 
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